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Description 

La presente invention concerne de nouvelles lipopolyamines de tormule generate : 



\ I 
R 



sous forme D, L ou DL, leurs sels, leur preparation et leur emploi. 
Dans la formule generate (I), 

is - n est un nombre entier compris entre 1 et 5 inclusivement, 
m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement, 
R represente un atome d'hydrogene ou un radical de formule generate: 



20 R i 



-CO-CH-NH-CO- (II) 

25 dans lequel R-, et R 2 , identiques ou differents, represented chacun un radical aliphatique sature C p H 2 p +2 ou in- 

sature C p H 2p ou C p H 2p _ 2 , p etant un nombre entier compris entre 1 2 et 22 inclusivement, et R 1 represente un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone eventuellement substitue par un radical 
phenyle, ou un radical de formule generale : 



R,-X-0-CH, 

1 (HI) 
R 4 -X-0-CH 0 



CH-0-P-0-CH 2 CH 2 -NH-CO- 



OH 

dans lequel X represente un groupement methylene (-CH 2 -) ou un groupement carbonyle (-CO-), et R 3 et R 4 , 
identiques ou differents, represented chacun un radical aliphatique sature C p .H 2p . +2 ou insature C p .H 2p . ou 
C p -H 2p .. 2 , p etant un nombre entier compris entre 11 et 21 inclusivement, etant entendu que : 

45 - quelles que soient les valeurs de m et n, un et un seul des symboles R represente un radical de formule 

generale (II) ou (III) 

lorsque n est compris entre 2 et 5, les valeurs de m dans les differents fragments 

so fCH) m 

I 

R 

55 peuvent §tre identiques ou differentes. 

D'un interet tout particulier sont les produits de formule generale (i) dans laquelle n est egal a 3 et les valeurs de 
m dans les fragments 
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■iCH) 



m 



R 



sont identiques ou differentes et represented 3 ou 4, et R represente : 

soit un radical de formulo g6n6rale (II) dans lequel H A et R 2 represented chacun un radical alkyle contenant 12 
a 22 atomes de carbone et R' represente un atome d'hydrogene, 

soit un radical de formule generale (III) dans lequel R 3 -X- et R 4 -X- re presented chacun un radical alcanoyle con- 
tenant 12 a 22 atomes de carbone. 

Plus particulierement int6ressants encore sont la 5-carboxyspermylglycine dioctadecylamide (DOGS) et 5-car- 
boxyspermylamide de la dipalmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES). 

Selon I'invention, les nouvelles lipopolyamines de formule generale (I) peuvent etre obtenues par action sur un 
produit de formule generale : 



dans taquelle m et n sont definis comme precedemment, R5 represente un atome d'hydrogene ou un radical carboxy 
et les symboles Z represented un groupement protecteur de la fonction amine, etant entendu que : 

quelles que soient les valeurs de m et n, un et un seul des symboles R 5 represente un radical carboxy 
lorsque n est compris entre 2 et 5, les valeurs de m des differents fragments 




(IV) 



-fCH) 



m 



R 



peuvent etre identiques ou differentes soit d'un produit de formule generale : 




dans laquelle R 1f R 2 et R* sont definis comme pr6c6demment, 
soit d'un produit de formule generale : 



R 3 -X-0-CH 2 



R 4 -X-0-CH 0 



(VI) 



I II 



CH-0-P-0-CH 2 CH 2 -NH 2 



OH 
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dans laquelle R 3 , R 4 et X sont d6finis comme prdcedemment, suivie du remplacement des groupements protec- 
tees Z par un atome d'hydrogene. 

Lorsque Ton fait reagir un produit de formule g6n6rale (V) sur un produit de formule generate (IV), il est particu- 
lierement avantageux d'effectuer la condensation en presence d'un diimide tel que le dicyclohexylcarbodiimide en 
operant dans un solvant organique inerte choisi parmi les sotvants aliphatiques halogenes tels que le chlorure de 
methylene. 

Lorsque Ton fait reagir un produit de formule generale (VI) sur un produit de formule generale (IV), il est particu- 
lierement avantageux de trailer prealablement la fonction acide du produit de formule g6n6rale (IV) par le N-hydroxy- 
succinimide en operant dans un solvant organique choisi parmi les hydrocarbures aliphatiques halog§nes (chlorure 
de methylene) et les ethers (tetrahydrofuranne) en presence d'un imide tel que le dicyclohexylcarbodiimide, avant 
d'effectuer la condensation du produit de formule generale (VI). La condensation de Tester mixte sur le produit de 
formule generale (VI) s'effectue generalement dans un solvant organique (chloroforme, ethanol) en presence d'une 
base organique telle que la trtethylamine a une temperature comprise entre 30 et 50°C. 

Generalement, on utilise un groupement protecteur 2 qui est facilement remplacable par un atome d'hydrogene 
sans toucher au reste de la molecule. II est particulierement avantageux d'utiliser comme groupement protecteur le 
radical t.butoxycarbonyle qui est facilement remplacable par un atome d'hydrogene au moyen d'un acide (acide tri- 
fluoroacetique). 

Les produits de formule generale (IV) dans laquelle n est superieur a 1 peuvent etre obtenus a partir de Tornithine 
par cyanoalkylation suivie de reduction des fonctions nitriles en fonctions amines, puis protection des fonctions amines 
ainsi obtenues. 

Les produits de formule generale (V) peuvent etre obtenus par action d'une amine de formule generale : 



25 



NH 



(VII) 



30 dans laquelle R 1 et R 2 sont definis comme prec6demment, sur un aminoacide de formule generale : 



H0C0-CH-NH 2 (VIII) 



35 



dans laquelle R' est d6fini comme pr6c6demment, dont la fonction amine est prot6g6e et dont la fonction acide est 

activee. II est particulierement avantageux de proteger la fonction amine par un radical benzyloxycarbonyle qui est 
40 facilement remplacable par un atome d'hydrogene par hydrogenolyse en presence d'un catalyseur tel que le palladium. 

Generalement, la fonction acide est active^ par transformation en ester p.nitroph6nyle\ 

Les produits de formule gendrale (VI) sont des produits connus qui sont facilement accessibles. 

Un certain nombre de techniques ont 6t6 developp£es pour introduire de PADN dans des cellules eucaryotiques. 

En particulier, une approche a consiste a lier I'ADN a la couche externe de liposomes ou de micelles, en le complexant 
45 a la partie cationique de lipopolyamines ou de lipointercalants, ancres par leur partie hydrophobe a ces vesicules ( 

Behr J.-R, Tetrahedron Letters, Vol. 27, No 48, pp 5861-5864, 1986). Les vesicules ainsi formees eloquent des nu- 

cleosomes. 

Les nouveaux produits de formule g£n£rale (I) pr6sentent la propriety, disperses dans I'eau, de former des nano- 
particules unilamellaires, qui sont instables en milieu ionique, et qui s'associent fortement, par leur partie cationique, 
50 avec i'ADN plasmidique ou oligonucleotidique en le compactant et en le recouvrant d'une couche lipidique. En uttlisant 
un exces de charges cationiques par rapport a I'acide nucleique, les complexes lipide/ADN peuvent etre adsorbes sur 
les membranes cellulaires facilitant ainsi la capture de I'ADN par les cellules. 

Les produits de formule g6n6rale (I) constituent des vecteurs specifiques, non toxiques, biod£gradab!es et de 
grande efficacite pour realiser la transfection de cellules eucaryotes (lignees cellulaires, cultures primaires). 
55 Selon I'invention, la transfection est r6alis6e en mettant en contact une suspension de cellules en absence de 

serum avec un melange transfectant obtenu, au moment de sa mise en oeuvre, a partir d'une solution de la lipopoly- 
amine de formule generale (I) et d'une solution de I'ADN dans un milieu convenable. 

II est particulierement avantageux d'op^rer en milieu tres diluS (1 a 5 nanomolaire) et d'utiliser un exces (de 2 a 
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5 fois) de charges de la lipopolyamine par rapport a I'ADN. 

La duree de la transfection peut etre comprise entre 10 minutes et 48 heures independamment de la nature des 
cellules. 

Le procede selon I'invention presente I'avantage de pouvoir s'appliquer a des lignees cell ulai res d'origines diverses 
s (incluant par exemple LMKT, Ras4, CHO, F9, Bu4, S49, Hela et AtT20) ainsi qu'a des cellules primaires sans qu'il soit 
necessaire d'optimiser ou de modifier les conditions de mise en oeuvre du procede. 

Par ailleurs, les lipopolyamines de formule generale (I) permettent de transfecter des cellules fragiles (cellules 
hypophysaires intermediates ou anterieures, cellules chromaffin, neurones peripheriques ou centraux) qu'il n'etait pas 
possible de transfecter par application de m 6th odes classiques (coprecipitation au phosphate de calcium ou les tech- 
no niques au dextrane). 

Enfin, les agents de transfection selon I'invention ne manifestent pas de toxicity vis-a-vis des cellules transferees, 
lis ne manifestent pas de toxicite aigue chez le rat apres injection intracerebrale ou systemique. 

La presente invention a pour objet egalement une solution alcoolique ou aqueuse stable d'une lipopolyamine de 
formute generale (I) utilisable pour la realisation de transfections cellulaires. 
15 Generalement, on prepare des solutions a 1 mg/ml qui permettent la realisation d'environ 50 transfections. 

Les exemples suivants, donnes a titre non limitatif, montrent comment I'invention peut etre mise en pratique. 

EXEMPLE 1 

20 On agite pendant 12 heures un melange de L-5-carboxy-tetra-t.butoxycarbony [spermine (1 equivalent) et de gly- 

cine dioctadecylamide (1 equivalent) dans le chlorure de methylene en presence de dicyclohexylcarbodiimide (1,1 
equivalent). 

Apres chromatographic sur silice, on obtient, avec un rendement de 90 %, la tetra-t.butoxycarbonyl-5-carboxys- 
permylglycine dioctadecylamide dont les groupements protecteurs sont elimines par traitement par I'acide trifluoroa- 
25 cetique pendant 1 0 minutes a une temperature voisine de 20° C. On obtient ainsi le tetratrifluoroacetate de 5-carboxys- 
permylglycine dioctadecylamide (DOGS). 

La structure du produit obtenu est confirmee par le spectre de resonance magnetique nucleaire du proton a 200 
MHz dans le methanol deutere (deplacements chimiques 8 en ppm) : 0,9 [t, (CH 3 ) 2 ] ; 1 ,3 [m, 2 x (CH 2 ) 15 ] ; 1 ,4-1 ,7 (m, 
2 x CH 2 CH 2 NCO) ; 1,8-2,2 (m, 4 x CH 2 CH 2 N + ) ; 3,0-3,2 (m, 5 x CH 2 N+) ; 3,35 (t, 2 x CH 2 NCO) ; 4,0 (t, CHN + ) ; 4,15 
30 (s, COCH 2 ND). 

La L-5-carboxy-tetra-tbutoxycarbonylspermine peut dtre pr6par6e de la maniere suivante : 

A une solution 1M de L-ornithine dans le dimethylformamide, on ajoute 2,2 equivalents d'acrylonitrile. On agite 
pendant 1 heure a une temperature voisine de 20°C. 

Le dinitrile ainsi obtenu est reduit par I'hydrogene en presence de nickel de Raney en operant en presence de 
35 potasse ethanolique pour donner la L-5-carboxyspermine dont les fonctions amines sont protegees par des groupe- 
ments t.butoxycarbonyle par application des m6thodes habituelles. 

La glycinedioctadecylamide peut etre prepare par condensation de dioctadecyiamine (1 equivalent) avec Tester 
p.nitrophenyle de la N-carbobenzoxy-glycine (1 equivalent) en operant dans le chlorure de methylene en presence de 
triethylamine (1,1 equivalent) pendant 5 heures. 
40 Apres hydrogenation pendant 1 heure en presence de palladium sur noir a 10 % en operant dans un melange 

chlorure de melhylene-ethanol, on obtient la glycinedioctadecylamide avec un rendement de 87 %. 

EXEMPLE 2 



45 On traite pendant 12 heures la L-5-carboxy-tetra-t.butoxycarbonylspermine (1 equivalent) par la N-hydroxysucci- 

nimide (1,1 equivalent) en presence de dicyclohexylcarbodiimide (1 , 1 Equivalent) en operant dans un melange chlorure 

de methylene-tetrahydrofuranne. 

L'ester obtenu est traite par la dipalmitoylphosphatidylethanolamine (1 equivalent) en presence de triethylamine 

(1 equivalent) dans un melange chloroforme-ethanol pendant 12 heures a 40 t, C. Apres traitement du melange reac- 
50 tionnel, on obtient, avec un rendement de 55 %, la t6tra-t.butoxycarbonyl-5-carboxyspermylamide de la dipalmitoyl- 

phosphatidylethanolamine dont les groupements protecteurs sont elimines par I'acide trrfluoroacetique dans le chlorure 

de methylene. On obtient ainsi la 5-carboxyspermylamide de la dipalmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES) sous 

forme de tetratrifluoroacetate. 

La structure du produit obtenu est confirmee par le spectre de resonance magnetique nucleaire du proton a 200 
55 MHz* dans le melange chloroforme deutere-methanol deutere (1-1 en volumes) (deplacements chimiques 8 en ppm : 

0,85 [t, (CH 3 ) 2 ] ; [n% 2 x (CH 2 ) 12 ] ; 1 ,5-1 ,65 (m, 2 x CH 2 C0 2 ) ; 1 ,8-2,1 (m, 4 x CH 2 CH 2 N + ) ; 2,3 (tt, 2 x CH ? CH P CO ? ) ; 

2,9-3,1 (m, 5 x CH 2 N + ) ; 3,2 (bm, CH 2 NDCO) ; 3,75-4,05 (m, CHN + , 2 x CH 2 OP) ; 4,15-4,40 (2 x dd, C0 2 CH 2 ) ; 5,20 

(OCH). 
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EXEMPLE 3 

Une solution 20mM de DOGS dans I'ethanol est diluee 10 fois par de I'eau sterile de fa9on a obtenir une solution 
2mM. On preleve 7,5 uJ de cette solution que Ton dilue dans 250 uJ de milieu DMEM (Dulbecco Modified Essential 
5 Medium). 

On prepare une solution contenant 5 jig de plasmide contenant un vecteur d'expression de la chloramphenicol 
acetyl transferase CAT (par exemple une construction derived du plasmide pCAT 8+ [L. Klein-Hitpass et coll., Cell, 46, 
1053-1061 (1986)] par insertion d'un fragment (BamHI-Xbal) contenant 4 copies de la sequence AP1 ["binding con- 
sensus sequence" (pCAT 4XB)] dans 250 |il de milieu DMEM. 
10 On prepare une suspension de 10 5 -10 6 cellules melanotropes [preparees selon B.A. Demeineix et coll., Neuros- 

cience, V7, 1275-1285 (1986)] dans 500 uJ de milieu DMEM en I'absence de serum. 

Les solutions de DOGS et de plasmide sont melangees et le melange "transfectant" est ajoute a la suspension 
de cellules. 

Le melange est incube a 37°C pendant une periode d&erminee. 
15 Apres transfection, les cellules sont Iav6es deux fois puis etalees. Apres 48 heures, les cellules sont lavees par 

un tampon phosphate (PBS) puis on determine I'activite chloramphenicol acetyl transferase selon la methode de C. 

M. Gorman et coll., Mol. Cell. Biol., 2, 1044-1051 (1982). 

Les cellules sont remises en suspension dans 1 00 uJ d'une solution 200mM de TRIS-HCI (pH = 7,4). Apres plusieurs 

cycles de refroidissement-rechauffement, 50 uJ du surnageant sont ajoutes a 40 u.l de TRIS-HCI (pH = 7,4) contenant 
20 du chloramphenicol marque au 14 C (0,1 u.Ci). Apres 5 minutes a 37°C, la reaction est initiee par addition de 20 uJ 

d'acetyl CoA (4mM). Apres 1 heure a 37°C, le chloramphenicol et ses derives acetyls sont extraits a I'acetate d'ethyle, 

separes par chromatographie en couch e mince et autoradiographies. Les autoradiogrammes sont analyses par une 

methode appropriee. 

Cette methode permet ainsi I'analyse de diff6rents promoteurs dans les cultures primaires en general. 

25 

Revendications 

1. Nouvelle lipopolyamine sous forme D, L ou DL caracterisee en ce qu'elle repond a la formule generate : 

30 




dans laquelle : 

40 - n est un nombre entier compris entre 1 et 5 inclusivement, 

m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement 

- R represente un atome d'hydrogSne ou un radical de formule g6n6rale: 



>N-CO-CH-NH-CO- (ID 

•/ i 

SO R' 

dans lequel R A et R2, identiques ou differents, representent chacun un radical aliphatique sature C p H 2p+ 2 ou in- 
sature C p H 2p ou C p H 2p . 2 , P 6tant un nombre entier compris entre 12 et 22 inclusivement, et R 1 represente un 
atome d'hydrogeneou un radical alkyle contenant 1 a4atomesdecarbone eventuellementsubstituepar un radical 
55 phenyle, ou un radical de formule generale : 
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R 3 -X-0-CH 2 

R.-X-O-CH o <»*> 
I II 

CH-0-P-0-CH 2 CH 2 -NH-CO- 

I 

OH 

dans laquelle X represente un groupement methylene ou un groupement carbonyle et R 3 et R 4 , identiques ou 
differents, represented chacun un radical aliphatique sature C p .H 2p . +2 ou insature C p .H 2p . ou C p .H 2p ._ 2 , p' etant un 
nombre entier compris entre 11 et 21 inclusivement, etant entendu que : 

quelles que soient les valeurs de m et n, un et un seul des symboles R represente un radical de formule 
generale (II) ou (III) 

lorsque n est compris entre 2 et 5, les valeurs de m dans les differents fragments 



i 

R 

peuvent etre identiques ou differentes, ainsi que ses sels. 

2. Nouvelle lipopolyamine selon la revendication 1 caracterisee en ce que n est egal a 3 et les valeurs de m dans 
les fragments 



«rH> m 



sont identiques ou differentes et represented 3 ou 4 et R represente soit un radical de formule generale (II) dans 
lequel R 1 et R 2 represented chacun un radical alkyle contenant 11 a 22 atomes de carbone et R' represente un 
atome d'hydrogene soit un radical de formule generale (ill) dans lequel R 3 -X- et F^-X-representent chacun un 
40 radical alcanoyle contenant 1 2 a 22 atomes de carbone, et ses sels. 

3. La 5-carboxyspermylglycine dioctadecylamide. 

4. La 5-carboxyspermylamide de la dipalmitoylphosphatidylethanolamine. 

45 

5. Procede de preparation d'une lipopolyamine selon la revendication 1 pour laquelle R represente un radical de 
formule generale (II) caracterise en ce que I'on fait agir un produit de formule generale : 

so 

N-CO-CH-NH 2 (V) 

»/ i 

R' 

55 

dans laquelle R^ R 2 et R' sont definis comme dans la revendication 1 , sur un produit de formule generale : 
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Z-NH-/-(CH) m -N(-Z)-^- n -H (IV) 



V I 

dans laquelle m et n sont definis comme dans la revendication 1, R s represente un atome d'hydrogene ou un 
radical carboxy et les symboles Z represented un groupement protecteur de la fonction amine, etant entendu que : 

quelles que soient les valeurs de m et n, un et un seul des symboles R 5 represente un radical carboxy 
lorsque n est compris entre 2 et 5, les valeurs de m des differents fragments 



peuvent etre identiques ou difterentes, 

en presence d'un diimide dans un solvant organique inerte chotsi parmi les hydrocarbures aliphatiques halogen6s, 
puis remplace les groupements protecteurs Z par un atome d'hydrogene, et isole le produit obtenu eventuellement 
sous forme de sel. 

Procede de preparation d'une lipopolyamine selon la revendication 1 pour laquelle R represente un radical de 
formule g6n6rale (III) caracte>is6 en ce que Ton fait r6agtr un produit de formule g6n6rale : 



R 3 -X-0-CK 2 

R.-X-O-CH _ (VI) 

I 0 
I II 

CH-0-P-0-CH 2 CH 2 -NH-CO- 

I 

OH 

dans laquelle R 3 , R4 et X sont d6ftnis comme dans la revendication 1 , avec un ester avec le N -hydroxys uccinimide 
du produit de formule generale : 

Z-NH-^- (CH) m -N(-Z)^- n -H (IV) 
R 5 

dans laquelle m, n, R 5 et Z sont d§finis comme dans la revendication 5 en operant dans un solvant organique 
choisi parmi les hydrocarbures aliphatiques chlores et les alcools en presence d'une base organique choisie parmi 
les amines tertiaires, puis remplace les groupements protecteurs Z par un atome d'hydrogene, et isole le produit 
obtenu eventuellement sous forme de sel. 

Utilisation d'une lipopolyamine selon Tune des revendications 1 a 4 pour la transfection de cellules eucaryotes 
caracterisee en ce Ton melange dans un milieu convenable une solution aqueuse dilute d'un produit selon I'une 
des revendications 1 a 4 avec une solution aqueuse diluee de I'ADN plasmidique ou oligonucloetidique puis met 
en contact le melange transfectant avec une suspension de cellules a transfecter. 

Utilisation selon la revendication 7 caract6risee en ce que Ton transfecte des Iign6es cellulaires ou des cultures 
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primaires. 

9. Une solution Sthanolique d'un produit selon Tune des revendications 1 a 4 pour r^aliser la transfection selon Tune 
des revendications 7 ou 8. 

10. Une solution aqueuse d'un produit selon Tune des revendications 1 a 4 pour realiser la transfection selon Tune 
des revendications 7 ou 8. 



11. Compos6 de formule g6ne>ale : 



S-NK-^- <CH) n -N<-Z)^- r 



(IV) 



dans laquelle n est un nombre entier compris entre 2 et 5 inclusivement m est un nombre entier compris entre 2 
et 6 inclusivement, Rg represente un atome d'hydrogene ou un radical carboxy et les symboles Z represented un 
groupement protecteur de la tonction amine, etant entendu que: 

quelles que soient les valeurs de m et n, un et un seul des symboles R 5 represente un radical carboxy et 
les valeurs de m des differents fragments 

peuvent etre identiques ou differentes. 
Patentanspruche 

1. Neues Lipopolyamin in D-, L- oder DL-Form, dadurch gekennzeichnet, daG es der allgemeinen Formel : 



HjnIcckvnhI,, h (|) 



entspricht, in welcher: 

45 - n eine ganze Zahl zwischen einschlieGlich 1 und 5 ist, 

m eine ganze Zahl zwischen einschlieGlich 2 und 6 ist, 
R ein Wasserstoffatom oder einen Rest der allgemeinen Formel: 



^>N r -C0-CH- 



NH-CO- 



(II) 



darstellt, in welchem R 1 und R 2 gieich oder verschieden sind und jeweils einen aliphatischen gesattigten 
c p h 2p+2" °^ er ungesattigten C p H 2p - oder C p H 2 p.2-Rest darstellen, wobei p eine ganze Zahl zwischen ein- 
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schlieGlich 12 und 22 ist und R' ein Wasserstoffatom oder einen gegebenenfalis mil einem Phenylrest substi- 
tuierten Alkylrest mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen darstellt, oder einen Rest der allgemeinen Formel: 



3 l ' 

3.-X-0-CH o 

I II (III) 

Cn-0-?-0-CK : CH : -N T H-C0- 



darstellt, in welcher X eine Methylengruppe oder eine Carbonylgruppe darsteltt und R 3 und R 4 gleich oder 
verschieden sind und jeweils einen aliphatischen gesattigten C p .H 2 p- + 2- oder ungesattigten C p .H 2p '- oder 
c p ,H 2p'-2" Rest darstellen, wobei p* eine ganze Zahl zwischen einschliefilich 11 und 21 ist, wobei es sich ver- 
steht, daB, 

wie auch immer die Werte von m und n sind, eines und nur eines der Symbole R einen Rest der allge- 
meinen Formel (II) oder (III) darstellt, 

wenn n zwischen 2 und 5 liegt, die Werte von m in den verschiedenen Fragmenten 

I 

R 

gleich oder verschieden sein konnen, 
sowie seine Salze. 

Neues Lipopolyamin gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da!3 n gleich 3 ist und die Werte von m in den 
Fragmenten 



R 

gleich oder verschieden sind und 3 oder 4 darstellen und R entweder einen Rest der allgemeinen Formel (II), in 
welchem H A und R 2 jeweils einen Alkylrest mit 11 bis 22 Kohlenstoffatomen darstellen und R 1 ein Wasserstoffatom 
darstellt, oder einen Rest der allgemeinen Formel (III), in welchem R 3 -X- und R 4 -X- jeweils einen Alkanoylrest mit 
12 bis 22 Kohlenstoffatomen darstellen, darstellt, und seine Salze. 

5-Carboxyspermylglycin-dioctadecylamid. 

Dipalmitoyl phosphatidyl ethanolam in -5-Carboxyspermy lam id. 

Verfahren zur Herstellung eines Lipopolyamins gemaf3 Anspruch 1, fur welches R einen Rest der allgemeinen 
Formel (II) darstellt, dadurch gekennzeichnet, daG man ein Produkt der allgemeinen Formel: 
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R, 



N-CO-CH-NH. 
I 



(V) 



in welcher R 1( R 2 und FT wie in Anspruch 1 definiert sind, auf ein Produkt der allgemeinen Formel: 



V i 



(CH> m -t;( 



■A 
J' 



(IV) 



in welcher m und n wie in Anspruch 1 definiert sind, ein Wasserstoffatom Oder einen Carboxyrest darstellt und 
die Symbole Z eine Schutzgruppe fur die Aminfunktion darstellen, wobei es sich versteht, daB 

wie auch immer die Werte von m und n sind, eines und nur eines der Symbole R5 einen Carboxyrest darstellt, 
wenn n zwischen 2 und 5 liegt, die Werte von m der verschiedenen Fragmente 




gleich oderverschieden sein konnen, 

in Gegenwart eines Diimids in einem inerten organischen Losungsmittel, das unter den halogenierten aliphatischen 
Kohlenwasserstoffen ausgewahlt ist, wirken lafM, dann die Schutzgruppen Z durch ein Wasserstoffatom ersetzt 
und das erhaltene Produkt, gegebenenfalls in Salzform, isoliert. 

Verfahren zur Herstellung eines Lipopolyamins gemafc Anspruch 1, fur welches R einen Rest der allgemeinen 
Forme! (Ill) darstellt, dadurch gekennzeichnet, dafJ man ein Produkt der allgemeinen Formel: 



a. -x-o-ch. 



R, -X-0-CH 



0 



(VI) 



CH-0-?-0-CH 2 CK 2 -NK- CO- 



OK 



in welcher R 3 , R 4 und X wie in Anspruch 1 definiert sind, mit einem Ester mit dem N-Hydroxysuccrnimid des 
Produkts der allgemeinen Formel: 



• NH— p (CH) r 

V t " 

o 



-K 



(IV) 



in welcher m, n, R 5 und Z wie in Anspruch 5 definiert sind, umsetzt, wobei man in einem organischen Losungsmittel, 
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das unter den chlorierten aliphatischen Kohlenwasserstoffen und den Alkoholen ausgewahlt ist, in Gegenwart 
einer organischen Base, die unter den tertiaren Aminen ausgewahlt ist, arbeitet, dann die Schutzgruppen 2 durch 
ein Wasserstoffatom ersetzt und das erhaltene Produkt, gegebenenfalls in Salzform, isoliert. 

7. Verwendung eines Lipopotyamins gemaB einem der Anspruche 1 bis 4 fur die Transf ektion von Eukaryontenzellen, 
dadurch gekennzeichnet, daB man in einem geeigneten Medium eine verdunnte waBrige Losung eines Produkts 
gemaB einem der Anspruche 1 bis 4 mit einer verdunnten waBrigen Losung von plasmidischer oder oligonucleo- 
tidischer DNS mischt, dann das Transfektionsgemisch mit einer Suspension von zu transfektierenden Zellen in 
Kontakt bringt. 

8. Verwendung gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB man Zellstamme oder Primarkulturen transfektiert. 

9. Eine ethanolische Losung eines Produkts gemaB einem der Anspruche 1 bis 4 zur Durchfuhrung der Transfektion 
gemaB einem der Anspruche 7 oder 8. 

10. Eine waBrige Losung eines Produkts gemaB einem der Anspruche 1 bis 4 zur Durchfuhrung der Transfektion 
gemaB einem der Anspruche 7 oder 8. 

11. Verbindung der allgemeinen Formel: 




in welcher n eine ganze Zahl zwischen einschlieBlich 2 und 5 ist, m eine ganze Zahl zwischen einschlieBlich 2 
und 6 ist, R 5 ein Wasserstoffatom oder einen Carboxyrest darstellt und die Symbole Z eine Schutzgruppe fur die 
Aminfunktion darstellen, wobei es sich versteht, daB, 

wie auch immer die Werte von m und n sind, eines und nur eines der Symbole R 5 einen Carboxyrest darstellt 
und 

die Werte von m der verschiedenen Fragmente den sein konnen. 

-<-CH) ra 

gleich oder verschieden sein konnen. 

Claims 

1. New lipopolyamine in the D, L or DL form, characterized in that it corresponds to the general formula: 




R 



in which: 

n is an integer between 1 and 5 inclusive, 
m is an integer between 2 and 6 inclusive, 
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R represents a hydrogen atom or a radical of general formula: 

R 



>N-CO-CH-NH-CO- (II) 

«/ i 

R' 



in which F\ A and R 2 , which are identical or different, each represent a saturated C p H 2p+2 or unsaturated C p H 2p 
or C p H 2p _ 2 aliphatic radical, p being an integer between 12 and 22 inclusive, and R' represents a hydrogen 
atom or an alky I radical containing 1 to 4 carbon atoms, optionally substituted by a phenyl radical, or a radical 
of general formula: 



R 3 -X-0-CH 2 



I 

R 4 -X-0-CH o CIII> 
I li 

CH-0-P-0-CH 2 CH 2 -NH-CO- 
I 

OH 

in which X represents a methylene group or a carbonyl group and R 3 and R 4 , which are identical or different, 
each represent a saturated C p .H 2p - +2 or unsaturated C pi H 2p . or C p .H 2p '.2 aliphatic radical, p' being an integer 
between 11 and 21 inclusive, it being understood that: 

whatever the values of m and n, one and only one of the symbols R represents a radical of general formula 
(II) or (III) 

when n is between 2 and 5, the values of m in the different fragments 



R 

may be identical or different, 
as well as its salts. 

New lipopolyamine according to Claim 1 , characterized in that n is equal to 3 and the values of m in the fragments 

i 

R 

are identical or different and represent 3 or 4 and R represents either a radical of general formula (II) in which R 1 
and R 2 each represent an alkyl radical containing 11 to 22 carbon atoms and R* represents a hydrogen atom or a 
radical of general formula (III) in which R 3 -X- and R 4 -X- each represent an alkanoyl radical containing 12 to 22 
carbon atoms, and its salts. 

Dioctadecylamide 5-carboxyspermy (glycine. 
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Dipalmitoylphosphatidylethanolamine 5-carboxyspermylamide. 

Process for the preparation of a lipopolyamine according to Claim 1 for which R represents a radical of general 
formula (I!), characterized in that a product of general formula: 



\ 

H-CO-CH-NH, (V) 
R* 

in which R 1( R 2 and R' are defined as in Claim 1 , is reacted with a product of general formula: 



Z-NH-^CH^-fU-Z^-H (IV) 



in which m and n are defined as in Claim 1 , R 5 represents a hydrogen atom or a carboxyl radical and the symbols 
Z represent a group for protecting the amine functional group, it being understood that: 

whatever the values of m and n, one and only one of the symbols R 5 represents a carboxyl radical 
when n is between 2 and 5, the values of m for the different fragments 



I 

R 

may be identical or different, 

in the presence of a diimide in an inert organic solvent chosen from halogenated aliphatic hydrocarbons, and then 
the protecting groups Z are replaced by a hydrogen atom, and the product obtained is isolated optionally in the 
form of a salt. 

Process for the preparation of a lipopolyamine according to Claim 1 for which R represents a radical of general 
formula (III), characterized in that a product of general formula: 

R 3 -X-0-CH 2 

R 4 -X-0-CH (VI) 

i ii 

CH-0-P-0-CH 2 CH 2 -NH-CO- 

I 

OH 

in which R 3 , R4 and X are defined as in Claim 1, is reacted with an ester with the N-hydroxysuccinimide of the 
product of general formula: 
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Z-NH^CH) m -N(-Z)^- n -H 
R 



(IV) 



in which m, n, R 5 and Z are defined as in Claim 5, the procedure being carried out in an organic solvent chosen 
from chlorinated aliphatic hydrocarbons and alcohols in the presence of an organic base chosen from the tertiary 
amines, and then the protecting groups Z are replaced by a hydrogen atom, and the product obtained is isolated 
to optionally in the form of a salt. 

7. Use of a lipopolyamine according to one of Claims 1 to 4 for the transfection of eukaryotic cells, characterized in 
that a dilute aqueous solution of a product according to one of Claims 1 to 4 is mixed in a suitable medium with a 
dilute aqueous solution of oligonucleotide or plasmid DNA and then the transfectant mixture is brought into contact 

is with a suspension of cells to be transfected. 

8. Use according to Claim 7, characterized in that primary cultures or cell lines are transfected. 

9. Ethanolic solution of a product according to one of Claims 1 to 4, for carrying out the transfection according to 
20 either of Claims 7 and 8. 

10. Aqueous solution of a product according to one of Claims 1 to 4, for carrying out the transfection according to 
either of Claims 7 and 8. 



25 11. Compound of general formula: 



30 



Z-NH^-(CH) m .N(-Z)^^H 



(IV) 



in which n is an integer between 2 and 5 inclusive, m is an integer between 2 and 6 inclusive, R5 represents a 
hydrogen atom or a carboxyl radical and the symbols Z represent a group for protecting the amine functional group, 
35 it being understood that: 

whatever the values of m and n, one and only one of the symbols R 5 represents a carboxyl radical, and 

the values of m for the different fragments 

40 



45 



R 5 



may be identical or different. 



so 



55 
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